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   Absztrakt 
   A glioblasztóma egy gyakori malignus agydaganat, mely inváziójához hozzájárul a BK 
csatorna. Célunk volt kideríteni a BK béta alegységek kifejeződését a specifikus csator-
nagátlás érdekében. Az U-87 MG sejtvonalat használtuk, melynek szinkronizációja után 
vizsgáltuk biofizikai paramétereit és BK béta alegységeit patch-clamppel. Eredmény: az 
M fázisú sejtek jelentős eltérést mutattak, melyet a béta alegység kifejeződésének eltéré-
se nem magyaráz, ami egy ismeretlen ioncsatorna aktivitására utal. 
   Kulcsszavak: glioblasztóma, BK csatorna, sejtciklus, járulékos alegység 
   Diszciplina: orvostudomány 
 
   Abstarct 
   THE EFFECT OF THE CELL CYCLE ON THE PHENOTYPE 
   OF THE BK CHANNEL IN GLIOBLASTOMA CELLS 
   The glioblastoma is a common malignant brain tumor, which invasivity is caused by 
the BK channel. We aimed to find out the expression of the BK beta subunits to 
achieve the specific inhibition of the BK channel. We used the U-87 MG cell line. After 
synchronisation we studied the biophysical parameters of the cells and the expression 
of the BK beta subunits with patch-clamp. Results: the M phase cells shown significant 
differences, but it’s not associated with the differences in the beta subunits. 
   Keywords: glioblastoma, BK channel, cell cycle, auxillary subunit 
   Discipline: medicine    
 
Fehér Ádám (2020): A sejtciklus hatása a BK csatorna fenotípusára glioblasztóma sejte-









   A gliómák az agyállomány gliasejtjeiből 
álló tumorok, melynek fő csoportjai közé 
tartoznak az oligodendrogliomák, ependy-
momák és az astrocytomák. Az utóbbinak 
az egyik leggyakoribb formája a diffúz 
astrocytoma, mely a felnőttkori primer 
gliómák 80%-át képezi. Szövettani megje-
lenés alapján a glioblasztóma a legkevésbé 
differenciált (IV. grádusú) diffúz astro-
cytoma, melynek kialakulásában számos 
jelátviteli útvonalat érintő mutáció fedez-
hető fel, köztük a p53 és Rb tumor-
szupresszor gének funkcióvesztő, vala-
mint a PI3K funkciónyerő mutációja 
(Kumar és tsai, 2007).  
   A hisztológialag igazolt glioblasztóma 
prognózisa rendkívül kedvezőtlen, az át-
lagos túlélési idő a legjobb kezelések elle-
nére sem haladja meg a 15 hónapot 
(Burzynski és tsai, 2004). A tumorsejtek 
invazív tulajdonságát már sokan vizsgálták 
és számos cikk szól arról, hogy mik okoz-
hatják a glioblasztómának ezt a malignus 
tulajdonságát. Leggyakrabban az ioncsa-
tornák, köztük a feszültség-függő klorid 
(ClC-3 – lásd: Wang és tsai, 2017), kálium 
(BK – lásd: Rosa és tsai, 2017) és nátrium 
csatornák (Nav1.7 – lásd: Joshi és tsai, 
2011) szerepe merül fel. 
    Azt, hogy a BK csatornának köze van-e 
a glioblasztóma invazivitásához Steinle és 
tsai (2011) vizsgálták migrációs esszével és 
arra jutottak, hogy az ionizáló sugárzás 
hatására megemelkedett migrációs készsé-
get az egyidejűleg alkalmazott specifikus 
gátlószer, a paxilline, jelentősen, a kontroll 
(besugárzatlan) szint alá csökkenti. A BK 
csatorna és a glioblasztóma invazivitása 
közötti összefüggésre a jelenlegi elmélet a 
következő:  
   A BK csatornával paralel aktiválódnak a 
storage-operated CRAC csatornák, ami 
megnöveli az intracelluláris kalcium szin-
tet, így a CAMKII aktív lesz és fosz-
forilálja a CLC-3 antiportert, ami azt je-
lenti, hogy a kifele irányuló káliumáram 
hatására meg fog jelenni egy szintén kifele 
irányuló klorid áram (Huber és tsai, 2013). 
Ennek a következménye lesz a víz kiáram-
lása a sejtből, így a sejt zsugorodik, ami 
miatt képes lesz beszűrni az agyállományt 
(McFerin és Sontheimer, 2006).  
   A BK csatorna egy nagy konduktanciájú 
(200-300 pS 150 mM KCL-ban) feszült-
ség- és kalcium-függő kálium csatorna, 
mely a legtöbb emberi szövetben jelen 
van. A csatorna alfa alegysége a transz-
membrán modifikáló S0 hélix és az 
intracelluláris Ca2+ szenzor RCK 
domének kivételével hasonlít a többi fe-
szültség-függő kálium csatorna alfa alegy-
ségéhez. Négy alfa alegység alkot egy 
homotetramert és minden alfához társul-
hat egy járulékos béta alegység. A béta al-
egységek a csatorna finomhangolói, mivel 
módosítják a csatorna kinetikáját és fe-
szültség-függését (Lee és Cui, 2010; Li és 
Yan, 2016).  
   Ezen kívül fontos megjegyezni, hogy a 
bétáknak mind a farmakológiai tulajdon-
ságaik, mind a szöveti megoszlásuk eltér 
(Poulsen és tsai, 2009).  
   Emiatt ha ismernénk a glioblasztóma 
BK béta alegységének kifejeződését és an-
nak sejtciklus-függését, akkor akár ki le-








mintázat-függő gátlószert, ami a paxi-
linne-el ellentétben nem okozna halálos 
mellékhatásokat. 
 
   MÓDSZER 
 
   Minta 
   Az U-87 MG glioblasztóma sejtvonalat 
használtuk, ami a legelterjedtebb sejtvonal 
a glioblasztóma kutatásában. A rövidítés 
jelentése: Uppsala-87 Malignant Glioma. 
A sejtvonalat képező eredeti sejtek egy 44 
éves férfi páciensből lettek biopsziával el-
távolítva 1966-ban. A sejtek morfológiája 
epithel, genotípusukat pedig egy közel 
diploid, hypodiploiditás jellemzi. Habár a 
közel 50 évben számos mutáció bekövet-
kezett (Allen és tsai, 2016), nincs semmi-
lyen bizonyíték arra, hogy az inva-
zivitásban is lenne eltérés az U-87 sejtek 
és a glioblasztóma között. 
   A kísérlethez ezeket a sejteket szinkro-
nizáltuk a sejtciklus különböző fázisaiba, 
mint G0/G1, M és S fázis. A három 
szinkronizált populáció mellett (G0/G1, 
M, S) hagytunk egy szinkronizálatlan cso-
portot kontrollnak. A szinkronizáció után 
az sejtek elektrofiziológiai paramétereit 
vizsgáltuk patch-clamp technológiával, 
ahol a mintavételezés is zajlott (n=10 sejt 
minden csoportból a biofizika paraméte-
rek felméréséhez és szintén n=10 sejt 
minden populációból a BK béta 
expresszió meghatározásához). Fontos 
említeni, hogy az elérhető legjobb szink-
ronizálási módszer ellenére sem számítha-
tunk 100%-os sikerarányra, de a szinkro-
nizálással jelentősen nő a sejtek száma az 
adott sejtciklus fázisában (lásd: 1. táblá-
zat). Így nagyobb valószínűséggel tudunk 
találni az adott fázisra jellemző morfoló-










G0/G1 fázis S fázis M fázis 
Kontroll 82,7% 7,4% 9,8% 
Kolhicin 58% 8,6% 33,4% 
Éheztetés 90,8% 5,4% 3,8% 








   Eszközök 
   Sejtszinkronizálás 
  Ez a labortechnika az adott sejtciklus fá-
zisban lévő sejtek arányának megemelésé-
re szolgál. Számos módja van a sejtszink-
ronizálásnak, de csak azokra térünk ki, 
melyeket használtunk a kutatásunk során. 
A G0/G1 fázis eléréséhez éheztetéses 
technikát alkalmaztunk (szérummentes 
DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium). Szérum nélkül a sejtek nem jut-
nak növekedési faktorokhoz, melyek 
szükségesek a sejtproliferációs jelátviteli 
útvonalak aktiválásához. Nélkülük a sejtek 
a G0/G1 fázisban maradnak (Yan és Tao, 
2007). Az M fázisba szinkronizáláshoz 
kolhicint adtunk a médiumhoz, ami meg-
gátolja a mikrotubulusok polimerizációját, 
így a sejtciklus megáll az M fázisnak a 
metafázisában (Taylor, 1965). Az S fázisú 
sejtek arányának megnöveléséhez pedig 
aphidicolint alkalmaztunk. Ez a szer spe-
cifikusan gátolja a DNS polimeráz alfát, 
így gátolva a DNS replikációt (lásd: 
Darzynkiewicz és tsai, 2011). Saját proto-
kollokat használtunk a szinkronizáláshoz 
a hatásos koncentrációk ismeretében (v.ö.: 
Tate és Ferringo, 2005). 
 
   Áramlási citometria 
   Ez a technika a sejtek differenciáció-
jához szükséges, mely megtörténhet kü-
lönböző attribútumok alapján (pl. sejtmé-
ret = előre szórás/granuláltság = oldalra 
szórás; lásd: 1. ábra). Továbbá megjelöl-
hetjük a sejtkomponenseket fluoreszcens 
festékkel és detektálhatjuk az emmitált 
fényt (ha a megfelelő gerjesztési hullám-
hosszokat és szűrőrendszert alkalmazzuk), 
mely megjelenik a dot plot-on. Az egyik 
leggyakrabban használt fluoreszcens fes-
ték a propidium-jodid (PI), ami a DNS 
nagy árkába kötődik, így a DNS mennyi-
ség mérhetővé vállik (a PI intenzitása 
egyenesen arányos a DNS mennyiségé-
vel), ami hasznos a sejtciklus fázisainak 
meghatározásában (Crowley, Chojnowski 
és Waterhouse, 2016). 
  
 
  1. ábra: Egy S fázisú sejt dot plot-ja. Az x-tengelyen az előre szórás (FSC-A) és az y-tengelyen az 








   Patch-clamp 
   A legfontosabb eszköz a celluláris elek-
trofiziológiában a patch-clamp. Ezzel azt 
az áramot tudjuk detektálni, ami a sejt-
membránon keresztül folyik. Ehhez pedig 
két elektródára van szükség (egy belső 
elektródára, ami az üvegpipettában van a 
belső oldatban és egy külső elektródára, 
ami a sejten kívül van a külső oldatban). 
Létezik feszültség-zár (voltage-clamp) és 
áram-zár (current-clamp) üzemmód. Az 
előbbi segítségével meg tudjuk határozni a 
sejtmembránon keresztülfolyó áramot 
úgy, hogy a mérőfejjel változtatni és kont-
rollálni tudjuk a membrán két oldala kö-
zött lévő feszültséget. A másik üzem-
módnál a mérőfejjel a sejtmembránon át-
folyó áramot tudjuk befolyásolni és emiatt 
mérhetővé vállik a bekövetkező feszült-
ségváltozás. Van pár konfiguráció, amit 
érdemes megemlítenünk. Az első a cell-
attached konfiguráció, mikor a pipetta a 
membrán felszínéhez ér és az alkalmazott 
szívással gigasealt (R=1 GΩ) érünk el. 
Ezzel a módszerrel az egyéni csatorna ak-
tivitását lehet vizsgálni. Ha azonban több 
csatornát szeretnénk szimultán detektálni, 
akkor hozzáférést kell szerezni a cyto-
plasmához, ami a gigaseal utáni membrán 
megszakításával érhető el. Ez a whole-cell 
(teljes-sejtes) konfiguráció. A farmakoló-
giai tanulmányokhoz az inside-out és 
outside-out technikák lehetnek szüksége-
sek. Az előbbi a cell-attached, az utóbbi 
pedig a whole-cell konfigurációból érhető 
el a pipetta sejttől való elhúzásával 
(Sakmann és Neher, 1984). Ebben a kísér-
letsorozatban a teljes-sejtes konfigurációt 
használtuk mind a biofizikai paraméterek 
(csúcsáram és felületegységre normált 
áramsűrűség) és a BK béta alegységek 
farmakológiai teszteléséhez is. 
   Előnyök: Valós időben tudjuk észlelni az 
adott működő ioncsatornákat és nem csak 
a csatorna proteineket, mint Western 
blottal. Hátrányok: a patch-clamppel az 
összes jelenlévő áramot detektáljuk és 
nemcsak azt, amire szükségünk van (per-
sze ez többnyire kivédhető csatorna gátló-
szerek alkalmazásával és a külső/belső 
oldatok összetételének változtatásával). 
 
 
   Eljárás 
   Sejtszinkronizáció  
   Először szinkronizáltuk az U-87 glio-
blasztóma sejteket. Az M fázishoz 4 
µg/ml kolhicint, az S fázishoz 4 µg/ml 
aphidicolint és a G0/G1 fázis eléréséhez 
szérummentes DMEM-et használtunk. A 
kezelések után a sejtek 24 órán keresztül 
inkubálódtak 37 oC-on. (Ez a lépés min-
den egyes patch-clamp mérés és áramlási 
citometria rekordálás előtt megtörtént.) 
 
   Áramlási citometria  
   A szinkronizálás sikerességét PI-os sejt-
ciklus áramlási citometriával ellenőriztük. 
A DNS mennyiség kétfajta szűrőrend-
szerrel volt mérve: Yellow-A-t használ-
tunk a kontoll, az éheztetett és a 
kolhicinnel kezelt populációknál (gerjesz-
tési szűrő: 532 nm/emissziós szűrő: 564-
606 nm) és PE-Texas Red-A-t használ-
tunk az aphidicolinnal kezelt csoportnál 








rő: 610-620 nm). Mindkettő szett alkalmas 
a PI intenzitás vizsgálatához ugyanis a PI 
excitációs maximuma 535 nm, emissziós 
maximuma pedig 617 nm. (Ez a lépés 
egyszer történt meg az első kezelések 
után). A kapott adatokat FlowJo VX nevű 
program segítségével értékeltük ki. 
 
   Patch-clamp 
    A tumorsejtek biofizikai paraméterinek 
vizsgálatához használt oldatok a követke-
zők voltak. Külső oldatként nátrium-alapú 
oldatot (145 mM NaCl, 5,5 mM glükóz, 5 
mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 
mM HEPES, pH=7,35) és belső oldat-
ként KF-alapú oldatot használtunk (140 
mM KF, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES, 
2 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, pH=7,23). 
Protokollként a sejteket -100 mV-os tar-
tófeszültségről a -80 mV - +140 mV tar-
tományban depolarizáltam +20 mV-os 
lépésekben 200 ms hosszúságú impulzu-
sokat 5 s-ként alkalmazva (lásd: 2. ábra).  
   Az így kapott I-V (áram-feszültség) 
görbékkel a sejtek csúcsáramát és a ki-
számított, felületegységre normált áramsű-
rűségét hasonlítottam össze a különböző 
populációk között (n=10 sejt mind a négy 
csoportból) one way ANOVA statisztikai 
próbát alkalmazva. Különbség esetén 
post-hoc analízisként Tukey’s Multiple 
Comparison-t használtam a csoportok 
összehasonlítására.  Az egyes csoportok 
közötti statisztikai különbségek p<0.05 





   2. ábra: A bal felső panelen látható az I-V feszültség-protokoll, a jobb felső panelen pedig a proto-
kollal egy M fázisú sejten mért áramgörbék. A bal alsó panelen a farmakológiai mérésekhez használt 
feszültség-protokollt, a jobb alsó panelen a protokollal egy M fázisú sejten kapott áramgörbéket tüntet-

























   A BK csatorna béta alegység mintázatá-
nak feltérképezéséhez használt oldatok: 
belső oldat (145 mM K-aszpartát, 10 mM 
EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM MgCl2, 
8,5 mM CaCl2, pH=7,2), külső oldat (145 
mM Na-aszpartát, 10 mM HEPES, 5,5 
mM glükóz, 5 mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1 
mM MgCl2, pH=7,4). Ebben a protokoll-
ban is -100 mV-os tartófesztültséget al-
kalmaztunk, de itt a sejteket mindig +100 
mV-ra depolarizáltam 200 ms időtartamra 
5s-ként (lásd: 2. ábra). Így vizsgáltuk a BK 
csatornára specifikusan ható anyagokat, 
mint a litokólsavat (75µM), ami ß1 alegy-
ség jelenléte esetében aktiválja a csatornát, 
az arachidonsavat (30µM), ami ß2/ß3 
koexpresszió esetében növeli meg a 
csúcsáramot, valamint alkalmaztuk a BK 
csatorna specifikus gátlószerét a Paxilline-
t (1µM). Mind a négy populációból lemér-
tünk n=10 sejtet, majd minden sejtnél az 
adott farmakon hatására kapott csúcsára-
mokat átlagoluk és normáltuk a külső ol-
datban mért csúcsáramhoz képest.  
  Az adott szer hatását egyoldalú egymin-
tás t-próba alkalmazásával teszteltük, va-
lamint a béta alegységek sejtciklus függő 
változását egytényezős varianciaanalízissel 
(one way ANOVA) vizsgáltuk, ahol post-
hoc analízisként Dunnett’s Multiple 
Comparison tesztet végeztünk el, ami a 
kezelést kapott csoportokat hasonlította 
össze a kezeletlen kontroll csoporttal 
(p<0,05).  
   A grafikonok készítéséhez GraphPad 
Prism nevű programot használtam.  
 
 
   Eredmények 
 
   A szinkronizálás sikeressége 
   Az áramlási citométerrel kapott adatok 
alapján a kontroll, kezeletlen U-87 sejtpo-
puláció a következőképpen oszlott meg: 
82,7% G0 fázisban, 7,4% S fázisban és 
9,8% M fázisban volt jelen. A 4 µg/ml 
kolhicinnel kezelt populációnál a sejtek 
58%-a volt G0 fázisban és 8,6%-a S fázis-
ban, míg az M fázisú sejtek aránya meg-
nőtt 33,4%-ra. Ez a kontroll/kezeletlen 
sejtekhez képest 3,4-szeres emelkedést 
jelent az M fázisban.  
   Az éheztetéses technikával (szérum-
mentes DMEM) kezelt sejteknél is meg-
győzőek voltak az eredmények: a tu-
morsejtek 90,8%-a volt G0 fázisban 
(5,4% S fázisban, valamint 3,8% M fázis-
ban volt jelen), ami alapján az éheztetéses 
technika a G0 sejtek arányát több mint 
8%-kal növelte meg.  
   A 4 µg/ml aphidicolinnal kezelt U-87-
eknél az áramlási citometria eredménye 
alapján a sejtek 77%-a G0 fázisban ma-
radt. Az S fázisú sejtek 16,8%-ban és az 
M fázisú sejtek 13,6%-ban voltak jelen, 
tehát a kezeletlen populációhoz képest az 
S fázisban lévő tumorsejtek aránya a 2,2-











3. ábra: Bal oldalon látható a kontroll, éheztetett (szérummentes DMEM) és a kolhicinnel kezelt 
sejtek hisztogramja. Jobb oldalt az aphidicolinnal kezelt sejtek eloszlása szemlélhető. Az x-tengely a 





   Biofizikai paraméterek 
   Az adatok alapján a kezelést nem kapott 
kontroll, az aphidicolinnal (S fázis) és a 
szérummentes DMEM-mel (G0 fázis) ke-
zelt populációk között sem csúcsáramban, 
sem áramsűrűségben nem volt megfigyel-
hető szignifikáns különbség (p> 0,05). 
Kivételt képeznek a G0 sejtek áramsűrű-
ségei +120 és +140 mV-on. Előbbi fe-
szültségen átlagosan 59,75 nA/nF-dal, 
míg utóbbin 101,2 nA/nF-dal emelkedett 
az áramsűrűség a kontroll sejtekhez ké-
pest (lásd: 4. ábra). Mivel a csúcsáramok 
nem emelkedtek szignifikánsan, ez az elté-
rés azzal magyarázható, hogy a G0 fázisú 
sejtek kisebb méretűek voltak, ami az 
éheztetéses szinkronizáció (szérummen-
tesség) következménye lehet. A kolhicin-
nel kezelt M fázisú sejteknél azonban már 
 
egyéni mérések során is szembetűnő volt 
a csúcsáram megemelkedése. Az alábbi 
ábrán látható I-V görbéken a BK csatorna 
+60 mV-os depolarizációnál kezd nyitni. 
Tíz sejt adatai lapján látható, hogy az M 
fázisba szinkronizált sejteknek mind a 
csúcsárama, mind az áramsűrűsége szigni-
fikánsan nagyobb, mint szinkronizálatlan 
sejteké, és a különbség már -20mV-os fe-
szültségtől látható (p<0,05). A +60mV-
tól +140mV-ig tartó intervallumban (ahol 
a BK csatorna aktív) a csúcsáram átlago-
san 1,15 (+60mV), 1,5 (+80mV), 1,4 
(+100mV), 1,8 (+120mV) és 2,4 (+140 
mV) nanoamperrel emelkedett. Az áram-
sűrűség ugyanebben a tartományban 36.8, 
52.9, 67.3, 69 és 81.5 nA/nF-al növeke-
dett (lásd: 4. ábra). 








4. ábra: Balról-jobbra láthatóak a G0, S és M fázisú sejtek csúcsárama (felül) és felületegységre nor-




   Farmakológiai eredmények 
   A kezeletlen kontroll sejtek csúcsárama 
+100 mV-os feszültségen LCA hatására 
átlagosan az 1,28-szorosára (SEM=0,17), 
míg AA jelenlétében átlagosan 1,15-
szörösére (SEM=0,077) emelkedett (az 
egyoldalú, egymintás t-próba eredménye 
szerint mindkét farmakon szignifikánsan 
megemelte a csúcsáramot pLCA=0,0021, 
pAA=0,0252).  
   A BK csatornára nézve gátló hatású 
Paxilline a kezeletlen U-87 sejtek csúcs-
áramát átlagosan a 0,19-szeresére csök-
kentette le (SEM=0,116). Az aphidi-colin 
kezelést kapó S fázisú glioblasztóma sej-
tek csúcsárama LCA hatására átlagosan 
1,32-szeresére (SEM=0,13) növekedett 
(szignifikáns növekedés, p=0,0002), AA 
hatására pedig a csúcsáram átlagosan nem 
változott jelentősen (1,02-szeres emelke-
dést okozott az ionáram amplitúdójában 
SEM=0,081). A Paxilline itt is hatott, hi-
szen a csúcsáramot átlagosan 0,3-szoro-
sára csökkentette le (SEM=0,106). A szé-
rummentes DMEM-et kapó (éheztetett) 
G0/G1 fázisú sejtek csúcsáramát a LCA 
átlagosan 1,3-szorosára (SEM=0,17), míg 
az AA átlagosan 1,1-szeresére (SEM= 
0,09) emelte meg (mindkettő farmakon 
szignifikánsan hatott, pLCA=0,0013, pAA= 
0,0139). Paxilline-os perfúzió után pedig a 
csúcsáram átlagosan 0,17-szeresére csök-
kent le (SEM=0,074).   
   A kolhicinnel kezelt M fázisú sejtpopu-
lációnál a csúcsáram LCA hozzáadása 








(szignifikáns emelkedés, p=0,0092), AA 
hatására pedig átlagosan 0,98-szorosára 
változott (SEM=0,109). Paxilline adása 
után a gátló hatás nem bizonyult olyan 
effektívnek, mint a többi csoportnál, hi-
szen a csúcsáramot átlagosan csupán 0,4-
szeresére csökkentette le (SEM=0,122 
lásd: 5. ábra).  
    
 
   5. ábra: Bal oldalt a litokólsav, jobb oldalt pedig az arachidonsav BK áramon kifejtett hatása lát-
ható. Az y-tengelyen ábrázolt normált áram: az adott perfúzió jelenlétében mért stabil csúcsáramok 
átlaga a külső oldatban mért csúcsáramok átlagára normálva. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 




   Megvitatás 
   Az egyutas varianciaanalízis eredménye 
alapján az M fázisú sejtek biofizikai para-
méterei szignifikánsan eltérnek a kontroll 
populációtól. A G0 fázisú sejteknél látott 
eltérések magyarázhatóak a szérummen-
tesség okozta sejtméret csökkenésével 
(lásd: 6. ábra). A farmakológiai mérések 
alapján a litokólsav mind a négy populáci-
ónál szignifikánsan hatott, így a ß1 alegy-
ség sejtciklustól függetlenül kifejeződik a 
glioblasztóma sejtekben. Az arachidonsav 
az egyoldalú, egymintás t-próba alapján 
csak a kontroll és a G0 fázisú populációk-
nál hatott szignifikánsan, ami azt jelenti, 
hogy itt jelen lehet ß2/ß3 koexpresszió. 
Ezen adatok alapján azonban az M fázisú 
sejtek biofizikai paramétereinek eltérése 
nem magyarázható a béta alegységek kife-
jeződésének megváltozásával, tehát az el-
térést egy ismeretlen ionáram adja. Ez az 
áram jelenlegi feltételezéseink szerint 
kloridáram lehet, mivel a farmakológiai 
mérések csak a kloridszegény oldatok al-
kalmazásával voltak kivitelezhetőek és az 
is látható, hogy a paxilline az M fázisú sej-









   6. ábra: A kontroll és G0 fázisú sejtek kapacitása látható. A kapacitás egyenesen arányos a sejt 
felületének nagyságával (forrás: a Szerző). 
 
 




   Korlátozások 
   A minta hátránya: Az U-87 MG sejtek a 
több mutáción átmentek már a megköze-
lítőleg 50 év alatt, ezért genetikailag eltér-
hetnek a glioblasztóma sejtektől, azonban 
nincs információnk arról, hogy lenne kü-
lönbség az ioncsatorna expresszióban a 
sejtvonal és a glioblasztóma sejtek közt. 
 
   A mintavétel korlátatai: Habár a 
szinkronizáció megemelte az adott fázis-
ban lévő sejtek arányát és igyekeztünk az 
adott fázisra jellemző méretű és morfoló-
giájú sejteket kiválasztani az elektro-
fiziológiai mérésekhez, a 100%-os minta-








   Patch-clamp korlátok: A patch-clamp-
pel az összes jelenlévő áramot detektáljuk 
és nemcsak azt, amire szükségünk van. 
   Farmakonok egyéb hatásai: A használt 
farmakonok közül a litokólsavnak és a 
paxilinnek BK csatorna specifikus hatása 
van. Azonban az arachidonsavnak a 
ß2/ß3 koexpresszió jelenlétében történő 
BK csatorna aktiváció mellett ismert a 




   Konklúziók 
    Az áramlási citométerrel kapott adatok 
alapján a szinkronizáció sikeresnek te-
kinthető mind a G0, M és S fázisba, ami 
megnövelte a valószínűségét annak, hogy 
az elektrofiziológiai mérések során adott 
fázisú sejtről nyerjünk információt. 
   A patch-clamp eredmények alapján a 
sikeres szinkronizációt követően az M fá-
zisban lévő tumorsejtek csúcsáram és fe-
lületegységre normált áramsűrűsége is 
szignifikánsan nagyobbnak bizonyult a ke-
zeletlen kontroll populációhoz képest. 
Ezzel ellentétben az aphidicolinnal kezelt 
S fázisú sejtek és az éheztetéses techniká-
val szinkronizált G0 fázisú sejtek nem 
mutattak eltérést sem csúcsáramban, sem 
áramsűrűségben a kontroll popu-lációtól. 
   A farmakológiai mérések alapján mind a 
négy tesztelt populációnál hasonló ered-
mények születtek, miszerint a litokólsav 
jelentősen megemelte a sejtek csúcsára-
mát, ellentétben az arachidonsavval. Ezzel 
az információval kijelenthetjük, hogy az 
U-87 MG sejtek mind a G0, S és M fázis-
ban kifejezik a BK ß1 alegységet, továbbá 
valószínűsíthetjük, hogy a tumor-sejtek 
expresszálják a ß2 és/vagy a ß3 alegysé-
get. Így az eredmények alapján nincs kü-
lönbség a BK béta alegység min-tázatban 
a sejtciklus függvényében, ami azt jelenti, 
hogy egy BK béta alegység mintázatra 
specifikus gátlószerrel sejtcik-lus független 
gátlást lehet elérni.  
   A jövőben ki kell deríteni, hogy az M 
fázisú sejteknél mi okozta a tapasztalt 
szignifikáns eltéréseket. Egyik irány lehet-
ne a tumorsejteken a klorid áram vizsgála-
ta, mivel ismert, hogy a calcium-függő ká-
lium csatornákon kívül a klorid csatornák 
is fontos szerepet játszanak a sejtprolife-
rációban, valamint a ClC-3 H+/Cl- 
antiporter is bizonyítottan hozzá-járul a 
glio-blasztóma invazivitásához.  
   Ezen felül érdemes megemlíteni, hogy a 
farmakológiai mérések a külső és belső 
oldat cseréje előtt (kloridszegény oldatra 
váltás) kivitelezhetetlenek voltak, ami 
szintén jele a klorid áramnak. Az előbbin 
kívül fontos még kideríteni, hogy a far-
makológiai mérések során az arachi-
donsav a ß2/ß3 koexpresszió hiányában 
volt-e kevésbé hatásos a litokólsavnál. 
Ennek érdekében meg kell vizsgálni a 
kontroll és szinkronizált tumorsejtek fe-
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